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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zur fermentativen Herstellung von O-Acetyl-L-Serin 

@ Verfahren zur fermentativen Herstellung von O-Acetyl- 
L-Serin, bei dem ein von einem Wildtyp abgeleiteter Mi- 
kroorganismen-Stamm mit einer im Vergleich zum Wild- 
typ erhdhten endogenen O-Acetyl-L-Serin-Bildung und 
einem im Vergleich zum Wildtyp verstarkten O-Acetyl- 
L-Serin-Efflux in einem Fermentationsmedium kultiviert 
wird, dadurch gekennzeichnet, dass im Fermentations- 
medium ein pH-Wert im Bereich von 5,1 bis 6,5 eingestellt 
wird. 
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Beschreibung 



duktion von L-Homoserin einem Vorlaufer von L-Methionin benchtet wjrd. seinerseits eine Am i nosa ure dar 

Substanz sehr labil ist und bei pH-Werten uber4,u zum in acciyi jl. o Riochemistrv 34- 12311-12322). Dies 

tion besitzt bei einem pH-Wert von 7,6 eine Rate von 1% x nun ^^ 99 ^ r ™^7 se ^i n l stens e ineinhalb 
bedeutet, dass unter solehen Bedingungen naeh e.nem f^^^^^S^^snaklion istirre- 

benversuchen naehgewiesen werden. In Fermentauons versuchen ^ ^*™Jb dTskutiert daTs O-Acetyf-L-Serin nur 
d^hlSn^hs™ 

[0008] Die ve He* bezekhnet mit 

in der Patentanmeldung EP 0885962 Al b es cl ™^ 1™!^ kodierten fUr Serin- Acetyl-Transferasen, die einer ver- 

hone Ausbeuten an O- Acetyl- L- Serin hefert w;iHtvn aWleiteter Mikrooreanismen-Stamni mit ei- 

mentadonsmedium ein pH-Wert im Bereich von 5,1 bis 6,5 eingestellt wird. 
60 [0013] Es wurde namlich uberraschenderweise gefunden. 
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dass ein wie oben gekennzeichneter Mikroorganismenstamm in groBen Mengen O-Acetyl-L-Serin ^kredert, 

I £ SSSSSdo bei pH-Werten von 5.1 durch 

- dass ZU ^ h 5 e ° ben . g — cysE-AUele weitgehend bet 
eine vermehrte 
werden konnen 



werden konnen. 

[0014] Der pH-Wert des Fermentationsmediums liegt wahrend der Fermentation bevorzugt im pH-Bereich von 5,5 bis 
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6,5, besonders bevorzugt ist ein pH-Wert von 5,5 bis 6,0. 

[0015] Mikroorganismenstamme, die im erfindungsgemafien Verfahren eingesetzt werden konnen, zeichnen sich da- 
durch aus, dass sie 

- eine erhohte endogene Bildung von O-Acetyl-L-Serin aufweisen und 5 

- uber einen verstarkten O-Acetyl-L-Serin-Efflux verfugen. 

[0016] Solche Stamme sind im Stand der Technik bekannt. Eine erhohte endogene Bildung von O-Acetyl-L-Serin kann 
dadurch erreicht werden, dass modifizierte cysE-Allele wie beispielsweise in 

10 

- WO 97/15673 (hereby incorporated by reference) oder 

- Nakamori S. et al., 1998, Appl. Env. Microbiol. 64: 1607-1611 (hereby incorporated by reference) oder 

- Takagi H. et al., 1999, FEBS Lett. 452: 323-327 beschrieben, in einen Mikroorganismenstamm eingebracht wer- 
den. 

15 

[0017] Diese cysE-Allele kodieren fur Serin-O-Acetyl-Transferasen, die einer verminderten Feedback-Hemmung 
durch Cystein unterliegen. Dadurch wird die Bildung von O Ace tyl-L- Serin weitgehend vom Cystein-Spiegel der Zelle 
entkoppelt. 

[0018] Ein verstarkter O- Acetyl-L-Serin-Efflux kann durch erhohte Expression eines Efflux-Gens, dessen Genprodukt 
den Export von O-Acetyl-L- Serin bewirkt, erzielt werden. . 20 

[0019] Ein besonders bevorzugtes solches Efflux- Gen stellt das von DaBler et al. (2000, Mol. Microbiol. 36: 
1101-1112) und in EP 0885962 Al (entspricht der US Anmeldung mit der Serial Number SN 09/097759 (hereby incor- 
porated by reference) beschriebene ydeD-Gen dar. 

[0020] Die modifizierten cysE-Allele bzw. das Efflux-Gen konnen im verwendeten Stamm in Einzelkopie oder auch in 
erhohter Kopienzahl vorliegen. Sie konnen chromosomal kodiert sein oder auf selbstreplizierenden-Elementen wie z. B. 25 
Plasmiden lokalisiert sein. 

[0021] Eine verstarkte Expression der Gene kann beispielsweise durch Verwendung geeigneter Promotorsysteme, die 
dem Fachmann bekannt sind, erfolgen. 

[0022] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird ein Mikroorganismus enthaltend ein 
cysE-Allel bzw. ein ydeD-Gen mit nativem bzw. dem gapDH-Promotor auf einem Plasmid mit mittlerer Kopienzahl ein- 30 
gesetzt. Ein solches Konstrukt ist beispielsweise pACYC184-cysEX-GAPDH-ORF306, das in EP 0885962 Al einge- 
hend beschrieben ist. 

[0023] Zur Hersteliung solcher Stamme sind prinzipiell alle Mikroorganismenstamme geeignet, die genetischen Me- 
thoden zuganglich sind und in einem Fermentationsprozess gut kultivierbar sind, Bevorzugt werden Bakterien der Fami- 
lie der Enterobacteriaceen verwendet. Besonders bevorzugt werden Organismen der Art Escherichia coli verwendet. Die 35 
Hersteliung solcher Stamme ist in den genannten Schriften beschrieben und nicht Teil der vorliegenden Erfindung. 
[0024] Fur das erfindungsgemaBe Verfahren geeignete Stamme eignen sich - wie in EP 0885962 A 1 (entspricht der US 
Anmeldung mit der Serial Number SN 09/097759 (hereby incorporated by reference) beschrieben - auch zur Hersteliung 
von Cystein und Cystein-Derivaten. Fur letzters ist jedoch eine ausreichende Zufuhrung einer anorganischen Schwefel- 
Quelic wie z. B. Sulfat oder Thiosulfat notwendig, um optimale Mengcn an L-Cystein oder eines Derivates da von zu er- 40 
zielen. 

[0025] Im erfindungsgemaBen Verfahren wird jedoch keine Schwefeiquelle wahrend der Fermentation zudosiert, da 
die weitere Umsetzung von O-Acetyl-L-Serin zu Cystein unerwiinscht ist. Es muB lediglich sichergestellt werden, dass 
im Medium eine ausreichende Menge einer Schwefeiquelle (z. B. Sulfat, Thiosulfat) vorhanden ist, damit der Bedarf an 
Cystein fur die Proteinsynthese der Zelle gcdeckt wird. Die ausreichende Menge im Nahrmedium bctragt vorzugsweisc 5 45 
bis 50 mM Schwefel. 

[0026] Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Hersteliung von O-Acetyl-L-Serin mit Hilfe eines Mikroorganismen- 
stammes wird in einem Fermenler in an und fur sich bekannter Art und Weise aber unter Einstellen von uniiblich niedri- 
gen pH-Werten wahrend der Fermentation durchgefuhrt. 

[0027] Die Anzucht des Mikroorganismenstammes im Fermenter erfolgt als kontinuierliche Kultur, als batch-Kultur 50 
oder vorzugsweise als fed-batch-Kultur. Besonders bevorzugt wird eine C-Quelle wahrend der Fermentation kontinuier- 
lich zudosiert. 

[0028] Als C-Quelle dienen vorzugsweise Zucker, Zuckeralkohole oder organische Sauren. Besonders bevorzugt wer- 
den im erfindungsgemaBen Verfahren als C-Quellen Glukose, Laktosc oder Glycerin eingesetzt. 

[0029] Bevorzugt ist die Dosierung der C-Quelle in einer Form, die gewahrleistet, dass der Gehalt im Fermenter wah- 55 
rend der Fermentation in einem Bereich von 0,1-50 g/1 gehalten wird. Besonders bevorzugt ist ein Bereich von 
0,5-10 g/l. 

[0030] Als N-Quellc werden im erfindungsgemaBen Verfahren vorzugsweise Ammoniak, Ammoniumsalzc oder Pro- 
teinhydrolysate verwendet. Bei Verwendung von Ammoniak als Korrekturmittel zur pH-Statisierung wird wahrend der 
Fermentation regelmaBig diese N-Quelle nachdosiert. 60 
[0031] Als weitere Medienzusatze konnen Salze der Elemente Phosphor, Chlor, Natrium, Magnesium, Stickstoff, Ka- 
lium, Calcium, Eisen und in Spuren (d. h. in jjM Konzentrationen) Salze der Elemente Molybdan, Bor, Kobalt, Mangan, 
Zink und Nickel zugesctzt werden. 

[0032] Des Weiteren konnen organische Sauren (z. B. Acetat, Citrat), Aminosauren (z. B. Isoleucin) und Vitamine 
(z. B. B 1 , B6) dem Medium zugesetzt werden. 65 
[0033] Als komplexe Nahrstoffquellen konnen z. B. Hefeextrakt, Maisquellwasser, Sojamehl oder Malzextrakt zum 
Einsatz kommen. 

[0034] Die Inkubationstemperatur betragt 15-45°C. Bevorzugt ist eine Temperatur zwischen 30-37°C. 
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[0035] Die Fermentation wird vorzugsweise unter aeroben Wachstumsbedingungen durchgefuhrt. Der Sauerstoffein- 
ons Jt von 1 bis 3 Tage O-Acetyl^Se^rdt ^*»^«K£^ Bakterienstamm Escherichia coli 
DSM 13495 gemaB Budapester Vertrag hinterlegt. 

Beispiel 1 

Isomerisierung von O-Acetyl-L- Serin zu N-Acetyi-L-Serin 

. ra™wir fihPr Hie Tsomerisierungsreaktion unter fermentation snahen Bedingungen zu ge- 

[0038] ^^^^^^^^^LMwe&nn (siehe Beispiel 3) eingesetzt Der pH-Wert 

PhospnorsaureA) bel einer FluBrate von 0,5 ml/min. Die Ergebnisse s.nd in F.g. 1 dargestellt. 

Beispiel 2 
Vorkultur des Produktionsstammes 

funrt. Die weitere Inkubation erfolgte bei 30°C fur 17 Stunden bei 150 rpm. 

Beispiel 3 

Fermentative Herstellung von O Ace tyl-L- Serin 

menter mil 900 ml Fermentationsmedium (15 gA - O^koM ,10 ,f '^• ^ SQ 7 H,0; 1 gA Na 3 Citrat x 

TOPn-nSs/l NaCl- 0 3 e/1 MeS0 4 x 7H 2 0; 0,015 gA CaCl 2 x 2H 2 (J, U.U/3 g/i res*j 4 x /ri 2 w, ij j 
KH 2 FU 4 , U.-> g' 1 i^a^i, g/i T,. ^ ' J = R . , . , - Tetracvclin, eingestellt auf pH 6,0 mit 25% 

2H 2 0 und 1 ml/1 Spurenelementlosung s. o., 5 mgA Vuanun Bl ™dl* mg/ ei ' stent und der pH-Wert durch 

zielten Gehalte der Hauptstoffwechselprodukte im Kulturiiberstand: 
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Tabelle 1 



Metabolit 


Gehalt [g/1] 


O-Acetyl-L-Serin 




N-Acetyl-L-Serin 


4,2 


2-Methyl-thiazolidin-2, 4- 
di-carbonsaure 


1,9 



[0041] Im Bereich bis ph 5,5 wurden ahniiche Werte erzielt. 
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Fig.l 
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Patentanspriiche 

25 

1 . Verfahren zur fennentativen Herstellung von O-Acetyl-L- Serin, bei dem ein von einem Wildtyp abgeleiteter Mi- 
kroorganismcn-Stamm mit einer im Vergleich zum Wildtyp erhohten cndogenen O-Acetyl-L-Serin-Bildung und ei- 
nem im Vergleich zum Wildtyp verstarkten O- Ace tyl-L- Serin-Efflux in einem Fermentations medium kultiviert 
wird, dadurch gekennzeichnet, dass im Fermentationsmedium ein pH-Wert im Bereich von 5,1 bis 6,5 eingestellt 
wird. 30 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der pH-Wert des Fermenalionsmediums wahrend 
der fermentativen Herstellung im pH-Bereich von 5,5 bis 6,5, besonders bevorzugt von 5,5 bis 6,0 liegt. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die im Vergleich zum Wildtyp erhohte endo- 
gene O-Acetyl-Serin-Bildung durch ein cysE-Allel, welches fur eine Serin-Acetyl-Transferase mit verminderter 
Feedback-Hemmung kodiert, erreicht wird. 35 

4. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass der im Vergleich zum Wildtyp er- 
hohte OAcetyl-Serin-Efflux durch ein ydeD-Gen erreicht wird. 

5. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Mikroorganismen- 
stamm um Escherichia coli handelt. 

6. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB der Mikroorganismenstamm in ei- 40 
nem Fermenter als eine kontinuierliche Kultur, als eine batch- Kultur oder vorzugsweise als eine fed- batch- Kultur 
angezogen wird. 

7. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 6 dadurch gekennzeichnet dass das Nahrmedium eine S-Quelle in 
einer Konzenlration von 5-50 mM Schwefel enthalt. 

8. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB eine C-Quelle wahrend der fermen- 45 
tativen Herstellung kontinuierlich zudosiert wird. 

9. Verfahren gemaB Anspruch 8 dadurch gekennzeichnet, daB die C-Quelle ausgewahlt ist aus der Gruppe Zucker, 
Zuckeralkohole oder organische Sauren. 

10. Verfahren gemaB Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB die C-Quelle ausgewahlt ist aus der Gruppe 
Glukose, Laktose oder Glycerin. 50 

11. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die C-Quelle derart zudosiert 
wird, dass sie wahrend der Fermentation in einem Bereich von 0,1-50 g/1 vorhanden ist. 

12. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB als eine N-Quelle Ammoniak, 
Ammoniumsalzc oder Protcinhydrolysatc zugesetzt werden. 

13. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB dem Fermentationsmedium 55 
Salze der Elemente Phosphor, Chlor, Natrium, Magnesium, Stickstoff, Kalium, Calcium, Eisen und in Spuren (d. h. 

in uM Konzentrationen) Salze der Elemente Molybdan, Bor, Kobalt, Mangan, Zink und Nickel zugesetzt werden. 

14. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB organische Sauren (z. B. Acetat, 
Citrat), Aminosiiuren (z. B. Isoleucin) und Vitamine (z. B. Bl, B6) dem Fermentationsmedium zugesetzt werden. 

15. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB Hefeextrakt, Maisquellwasser, 60 
Sojamehl oder Malzextrakt dem Fermentationsmedium zugesetzt werden. 

16. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB eine In kubations temper atur zwi- 
schen 15-45°C, bevorzugt z wise hen 30-37°C vorliegt. 

17. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB es unter aeroben Wachstumsbe- 
dingungen durchgefuhrt wird. 65 

18. Verfahren gemaB Anspruch 17 dadurch gekennzeichnet, daB die aeroben Wachstumsbedingungen durch einen 
Sauerstoffcintrag in den Fermenter mittels Prcssluft oder mittels rcinem Sauerstoffhcrgcstcllt werden. 

19. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB eine Fermen tationszeit von 1 bis 
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3 Tage gewahlt wird. 
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